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บทคัดย่อ 

 

งานวิจันครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการแสดงออกระดับยีน mRNA ในตัวอ่อนระยะแรก (Newly 

excysted juvenile-NEJ) ของพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica มีวธิีด าเนินการโดย 3 ขั้นตอน คอื 1) การ

สกัด RNAจากพยาธิใบไม้ตับระยะ NEJ ด้วยชุดสกัด mRNA 2) ท า cDNA libraly ด้วย TruSeq RNA kit  3) 

อ่านล าดับเบสด้วย Illumina HiSeq 2000 4) ท าการวิเคราะห์ล าดับยีน ผลการวิจัย พบว่า F. gigantica ใน

ระยะตัวอ่อน มีการแสดงออกของยีนมากกว่า 31,000 ยีน 

 

ค าส าคัญ : พยาธิใบไม้ตับ, การแสดงออกระดับยีน, ตัวอ่อนระยะแรก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทน า 

 

 Fasciola gigantica เป็นพยาธิที่พบทั่วไปในโค กระบือ แกะ และคนในประเทศไทย และประเทศ

เขตร้อนอื่น ๆ ทั่วโลก เป็นสาเหตุของโรคพยาธิใบไม้ตับในสัตว์ซึ่งท าให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจด้านเกษตร

อุตสาหกรรมการสัตว์เลี้ยงของประเทศในอัตราสูง จากการส ารวจพบว่าโค กระบือมีการติดเชื้อเฉลี่ยร้อยละ 

11.8% และในบางบริเวณของประเทศไทยอาจมีอัตราการติดเชื้อสูงถึงร้อยละ 85 ดังนั้นพยาธิใบไม้ตับจึงเป็น

พยาธิที่ส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรรมและอุตสาหกรรม การเลี้ยงโค กระบือ แพะ และแกะ เนื่องจากท า

ให้ผลผลิตเนื้อ นม และการใช้แรงงานลดลงอย่างมาก มีการประมาณว่าโรคพยาธิชนิดนี้สร้างความเสียหาย

ให้แก่เกษตรกรปีละประมาณ 300 ล้านบาท (Sukhapesna et al., 1990 : Sirihakim and Pholpark, 

1991) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าในประเทศไทย มีคนติดเชื้อพยาธิ F. gigantica มีแนวโน้มจะมากขึ้น

เนื่องจากมีการขยายตัวของการเลี้ยงสัตว์ในประเทศ เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในระยะ 10 ปีที่แล้วมา  

 การตรวจวินิจฉัยโรคพยาธิใบไม้ตับชนิด F. gigantica และ F. hepatica ในปัจจุบันใช้วิธีตรวจหาไข่

พยาธิในอุจจาระของสัตว์ที่ติดเชื้อซึ่งมีความไวและความถูกต้องแม่นย าต่ า ซึ่งการเก็บอุจาระสัตว์นั้นท าได้ยาก

และเสียเวลามากในการตรวจ อีกทั้งไม่สามารถตรวจพบการติดเชื้อในระยะเริ่มต้นได้เนื่องจากจะตรวจพบไข่ก็

ต่อเมื่อพยาธิกลายเป็นตัวเต็มวัยที่ปล่อยไข่ออกมา หลังจากติดเชื้อ 10-16 สัปดาห์ ท าให้ใข่ของพยาธินั้น

ปนเป้ือนสู่แหน่งน้ าธรรมชาติซึ่งท าให้วงจรการระบาดยังคงมีอยู่ 

ในประเทศไทยจะมีรายงายการติดพยาธิ F. gigantica ในคนน้อยนั้น ไม่สามารถแปรผลได้ว่าประไทยไม่มีการ

ระบาดของของโรค Fasciolosis เป็นเพราะคนส่วนใหญ่ของประเทศไม่ได้รับการตรวจทางการแพทย์ 

เนื่องจากพฤติกรรมของคนไทยนั้นถ้าอาการของโรคไม่รุนแรงมากก็จะไม่ไปตรวจรักษา ซึ่งถ้าติดเชื้อ F. 

gigantica น้อยก็จะไม่แสดงอาการของโรคมากนัก ในทางตรงกันข้ามคนไทยนิยมบริโภคผักสด และผักบาง

ชนิดนั้นปลูกในน้ า เช่น ผักกะเฉด ผักบุ้งไทย เป็นต้น รวมถึงการน าน้ าธรรมชาติจากหนองบึงมาลดน้ าผักที่

ปลูก ดังนั้นคนไทยจึงตกอยู่ในภาวะเสี่ยงเป็นโรค Fasciolosis จากพฤติกรรมการบริโภคโดยไม่รู้ตัว และอีก

ประการที่สนับสนุนได้ว่า  F. gigantica มีการติดในคนได้มากเช่นกันดังมีรายงานการติดเชื้อ F. gigantica ใน

กลุ่มประเทศตะวันออกกลาง และแอฟริกาเหนือ ส่วนการติดเชื้อ F. hepatica มีรายงานการติดทั้งคนและ

สัตว์เช่นกัน ในช่วงระยะเวลา 5 ปีที่ผ่านมาคณะผู้วิจัยได้ออกเก็บตัวอย่างพยาธิจากโรงฆ่าสัตว์ เช่น เชียงใหม่ 



ปทุมธานี เพรชบุรี นครราชสีมา แม่ฮองสอน ยังพบวัวและควายติดเชื้อ F. gigantica อยู่ หรือสัตว์บางตัวไม่มี

ตัวพยาธิให้เห็นแต่กลับมีรอยโรค fasciolosis ให้เห็นอยู่ แสดงให้เห็นว่าในปัจจุบันการแพร่ระบาดของโรค 

fasciolosis ในประเทศไทยนั้นไม่ได้ลดลงเลย น่าจะเพิ่มขึ้นมากเสียอีก ภาวะโรคร้อนยิ่งเป็นตัวเร่งของวงจร

ชีวิตของ Fasciola spp. ให้เร็วและเพิ่มขึ้นด้วย ในสถานะการปัจจุบันมีการน าวัวจากประเทศเพื่อนบ้าน เช่น 

พม่า บังคลาเทศ เข้ามา ซึ่งวัวในแถบนั้นมีการติดเชื้อ Fasciola spp. อยู่มาก และในอนาคตมีโอกาศมากที่

เชื้อ F. hepatica จะมาแพร่ระบาดในประเทศไทยด้วย จึงยิ่งท าให้สถานการแพร่ระบาดไม่อาจหายไปได้เลย 

ดังมีรายงานหอยในแหล่งน้ าสาธารณะมีการติดเช้ือ F. gigantica  

 พันธุกรรมของ F. gigantica และ F. hepatica นั้นมีความคล้ายกัน 95-100 % แต่ระดับการ

แสดงออกของยีนแตกต่างกันและไม่เท่ากันแม้จะมีข้อมูลที่เผยแพร่การท า transcriptome ในพยาธิ F. 

hepatica จึงไม่สามารถใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงในการพัฒนายา วัควีน และชุดตรวจเพื่อรักษา F. gigantica ได้ 

ในทางเดียวกันการแสดงออกของยีนในแต่ระยะของพยาธิไม่ไม่เหมือนกันและไม่เท่ากันจึงท าให้การคิดค้นยา

ตัวใหม่ๆและวัคซีนไม่ประสบผลส าเร็จเท่าที่ควร ในปัจจุบันมีรายงานการดื้อยาที่ใช้อยู่ ดังนั้นเราควรศึกษา

ค้นคว้าหายาตัวใหม่ๆ เพื่อเป็นยาส ารองในอนาคต แต่เรายังขาดข้อมูลพื้นฐาน คือ การแสดงออกของยีนในแต่

ระยะของพยาธิที่เปลี่ยนแปลงไป และเป็นข้อมูลพื่นฐานที่จะแสดงให้เห็นว่าพยาธิใช้วิธีใดในการป้องกันตัวเอง

จากระบบภูมิคุ้มกันของโฮสล์ 

 โรคพยาธิส่วนใหญ่ซึ่งรวมทั้งโรคพยาธิใบไม้ตับไม่มีทางที่จะก าจัดให้หมดสิ้นไปได้ เนื่องจากพยาธิชนิด

นี้มีวงจรชีวิตที่แทรกซึมอยู่ในสภาพแวดล้อม โดยมีวงจรชีวิตส่วนหนึ่งที่พัฒนาเฉพาะในหอย lymneae ที่เป็น

พาหะกลาง (intermediate host) ซึ่งมีกระจายอยู่ทั่วไปในแหล่งน้ าต่าง ๆ และไม่อาจจะก าจัดให้หมดสิ้นไป

ได้ มาตรการที่จะช่วยให้สามารถควบคุมการติดเชื้อในประชากรของสัตว์ที่เป็นพาหะเฉพาะ (definitive 

hosts) ได้แก่ วัว ควาย แพะ แกะ ตลอดจนมนุษย์ 

ในปัจจุบันมีการศึกษาพัฒนายาและวัคซีนเพื่อป้องกันและรักษาโรค fasciolosis แต่ไม่ประสบความส าเร็จ

เท่าที่ควร เนื่องจากพยาธิมีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนและระดับการแสดงออกไม่เหมือนกันในแต่

ระยะของตัวพยาธิเอง และยังไม่มีข้อมูลของการแสดงออกของยีนในทุกระยะพยาธิ จึงจ าเป็นต้องศึกษาเพื่อ

เป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะใช้วิจัยยาและวัคซีนให้ประสบความส าเร็จต่อไปในอนาคต 

 

 



วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

 

การศึกษาการแสดงออกของยีนระดับ mRNA ระยะ NEJ ของ F. gigantica เพื่อน าการแสดงออก

ของยีนมาวิเคราะห์เพื่อพัฒานเป็นชุดตรวจและวัคซีนส าหรับโรค fasciolosis และเป็นการหายีนใหม่ๆที่มีการ

แสดงออกเยอะมาท าการศึกษาต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



วิธีด าเนินการวิจัย 

 

การเพาะเลี้ยงวงชีวิตพยาธิในห้องปฏิบัติการ 

 น าเอาตัวอ่อนระยะไมราซิเดียมจากไข่พยาธิไปติดเช้ือในหอย Lymnaea ollula ซึ่งน ามาจาก

ประเทศญี่ปุ่นเพื่อให้ได้ตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียส าหรับการทดลองได้อย่างต่อเนื่อง เนื่องจากหอย 

L. ollula เป็นพันธุ์ที่มีความทนต่อการติดเชื้อพยาธิกว่าหอย Radix rubiginosa ซึ่งเป็นพาหะกลางของพยาธิ

ใบไม้ตับ โค กระบือ ตามธรรมชาติในประเทศไทย การเพาะเลี้ยงหอย L. ollula กระท าโดยน าหอยตัวเต็มวัย

ประมาณ 30 ตัว ใส่ในอ่างพลาสติกสีขาว ขนาด เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 22 ซ.ม. สูงประมาณ 9 ซ.ม. 

ภายในอ่าง ใส่ดินเหนียวและก้อนหิน ท าเป็นทางลาดเพื่อให้หอยวางไข่ เติมน้ าให้ท่วมดินเหนียวและก้อนหิน

ประมาณ 2 ซ.ม. ให้ออกซิเจนโดยใช้เครื่องพ่นอากาศลงไปในอ่างน้ าตลอดเวลาและใหแ้สงสว่างโดยใช้ไฟนีออน

ขนาด 40W เป็นเวลา 8 ช.ม. ต่อวัน ให้อาหารคือผักกาดหอมและสาหรา่ยเซลล์เดียว 

 การติดเชื้อพยาธิใบไม้ในหอย L. ollula 

 (1) น าเอาไข่พยาธิที่ได้จากถุงน้ าดีของโคหรือกระบือที่ติดเชื้อพยาธิมาล้างน้ าดีออกด้วยน้ าที่ปราศ 

จากคลอรีน จากนั้นรวมเอาไข่ที่ได้ใส่จานแก้ว (petri dish) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 16 ซม.  เติมน้ าให้ท่วมฝา

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ตรวจดูการพัฒนาของไข่พยาธิทุกวันภายใต้กล้องจุลทรรศน ์ (dissecting 

microscope) พยาธิใช้เวลาประมาณ 14-16 วัน จึงจะเจริญเป็นระยะไมราซิเดียม และฟักออกมาจากไข่ 

 (2)  น าหอยที่โตเต็มที่ขนาดประมาณ 4-5 มม. แยกออกมาใส่ถ้วยพลาสติกซึ่งบรรจุน้ าปราศจาก

คลอรีน ดูดเอาตัวอ่อนพยาธิระยะไมราซิเดียม จ านวน  2 ตัว ใส่ลงไปในถ้วยที่ใส่หอยไว้แล้วใช้หลอดไฟขนาด 

40W ส่องห่าง ๆ เพื่อช่วยกระตุ้นไมราซิเดียซึ่งไวต่อแสง ตั้งถ้วยทิ้งไว้ประมาณ 2 ชม. เพื่อให้ไมราซิเดยีวไชเข้า

ไปในหอย หลงัจากนั้นแยกเอาหอยออกมาเลี้ยงตามปกติ 

 การเก็บตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย (metacercaria) จากหอยที่ติดเชื้อพยาธ ิ

 จากการศึกษาพบว่า ตัวอ่อนพยาธิใช้เวลาในการเจริญในหอยประมาณ 6 สัปดาห์ จึงจะได้ตัวอ่อน

ระยะเซอร์คาเรีย (cercaria) ซึ่งจะออกจากหอยมาว่ายอยู่ในน้ า หลังการติดเชื้อได้สัปดาห์ที่ 5 จึงเริ่มตรวจดู

หอยที่ติดเชื้อไว้ และแยกหอยที่ติดเชื้อออกมาเลี้ยงรวมกันในที่ซึ่งพรางแสง เพื่อป้องกันไม่ให้ตัวอ่อนระยะเซอร์

คาเรียออกมาจากหอย 



 การเก็บตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียด าเนินการดังต่อไปนี้ 

น าหอยที่ได้ติดเชื้อไว้แล้วแยกใส่ถ้วยพลาสตกิใสที่มีน้ าปราศจากคลอรีนท าเช่นนี้ทุกวันเว้นวัน ใช้แผ่น

พาลสติกบางใสขนาด 5x5 ซม. ใส่ลงในถว้ย ใช้โคมไฟขนาด 40W ส่องกระตุ้นให้เซอร์คาเรียออกจากหอย ตัว

อ่อนระยะเซอร์คาเรียที่ออกมาจากหอยจะว่ายอยู่ในน้ าระยะเวลาสั้น ๆ แล้วจึงเกาะกับแผ่นพลาสตกิ  สลัดหาง

ทิ้ง สร้างซิสตร์ะยะเมตาเซอร์คาเรียขึ้นมา หลังจากนั้นประมาณ 2 ชม. แยกเอาหอยออกไปเลี้ยงตามเดิม 

น าเอาแผ่นพลาสติกออกมาส่องใต้กล้องจุลทรรศน์ เก็บแผ่นพลาสติกที่มีเมตาเซอร์คาเรียไว้ในตู้เย็น ซึ่งเมตา

เซอร์คาเรียจะมีชีวิตอยู่ได้ประมาณ  1 สัปดาห ์

 

การเก็บพยาธิตัววันอ่อน (NEJ) 

น าเมตาเซอร์คาเรียที่ได้มาท าการเลี้ยงในอาหาร RPMI โดยมีน้ าดีเป็นส่วนประกอบ โดยพยาธิระยะ 

NEJ จะเริ่มออกจากเปลือกหุ้มและมีการเคลื่อนที่ ใช้เวลาประมาณ 2-4 ชั่วโมง ท าการเก็บพยาธิตัวอ่อน โดย

แยกเปลือกหุ้มเมตาเซอร์คาเรียออกจาตัวอย่างให้มากที่สดุ ท าการล้างพยาธิตัวอ่อนด้วย 1XPBS ประมาณ 3-5 

รอบเพ่ือให้พยาธิตัวอ่อนสะอาดปราศจากการปนเป้ือน ท าการดู PBS ออกให้หมด จงึใส่น้ ายาเก็บรักษาสภาพ 

น าตัวอย่างเก็บใว้ที่ -70ºC 

  

การแยกสกัด RNA 

 ท าการสกัด total RNA ของพยาธิระยะ NEJ วัยอ่อนโดยสารละลาย TRIzol (Invitrogen) วิธีการ

สกัด  ท าตามวธิีที่แนะน าในหนังสือคู่มือสารละลาย RNA ที่ได้ต้องมีคุณภาพดีและไม่มี DNA ปน เปื้อน โดยจะ

ท าการวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis และเก็บ RNA ที่สกัดได้ที่ตู้แช่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

 

การวิเคราะห์ Transcriptome analysis 

 น า total RNA ไปท า Transcriptome analysis ด้วยเครื่อง และวิเคาระห์ด้วยโปรแกรม การ

แสดงออกระดับยีน mRNA ในตัวอ่อนระยะแรก (Newly excysted juvenile-NEJ) ของพยาธิใบไม้ตับ F. 

gigantica มีวิธีด าเนินการโดย 3 ขั้นตอน คือ 1) การสกัด RNAจากพยาธิใบไม้ตับระยะ NEJ ด้วยชุดสกัด 



mRNA 2) ท า cDNA libraly ด้วย TruSeq RNA kit  3) อ่านล าดับเบสด้วย Illumina HiSeq 2000 4) ท า

การวิเคราะห์ล าดับยีน โดยการเปลียบเทียบกับฐานข้อมูลของ F. hepatica  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผลการวิจัย 

 

1. การผลิตเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิ F. gigantica 

 การเพาะเลี้ยงวงชีวิตพยาธิในห้องปฏิบัติการ 

 น าเอาตัวอ่อนระยะไมราซิเดียมจากไข่พยาธิไปติดเช้ือในหอย Lymnaea ollula ซึ่งน ามาจาก

ประเทศญี่ปุ่นเพื่อให้ได้ตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียส าหรับการทดลองได้อย่างต่อเนื่อง เนื่องจากหอย 

L. ollula เป็นพันธุ์ที่มีความทนต่อการติดเชื้อพยาธิกว่าหอย Radix rugiginosa ซึ่งเป็นพาหะกลางของพยาธิ

ใบไม้ตับ โค กระบือ ตามธรรมชาติในประเทศไทย การเพาะเลี้ยงหอย L. ollula กระท าโดยน าหอยตัวเต็มวัย

ประมาณ 30 ตัว ใส่ในอ่างพลาสติกสีขาว ขนาด เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 22 ซ.ม. สูงประมาณ 9 ซ.ม. 

ภายในอ่าง ใส่ดินเหนียวและก้อนหิน ท าเป็นทางลาดเพื่อให้หอยวางไข่ เติมน้ าให้ท่วมดินเหนียวและก้อนหิน

ประมาณ 2 ซ.ม. ให้ออกซิเจนโดยใช้เครื่องพ่นอากาศลงไปในอ่างน้ าตลอดเวลาและใหแ้สงสว่างโดยใช้ไฟนีออน

ขนาด 40W เป็นเวลา 8 ช.ม. ต่อวัน ให้อาหารคือผักกาดหอมและสาหรา่ยเซลล์เดียว 

 การติดเช้ือพยาธิใบไม้ในหอย L. ollula 

 (1) น าเอาไข่พยาธิที่ได้จากถุงน้ าดีของโคหรือกระบือที่ติดเชื้อพยาธิมาล้างน้ าดีออกด้วยน้ าที่ปราศ 

จากคลอรีน จากนั้นรวมเอาไข่ที่ได้ใส่จานแก้ว (petri dish) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 16 ซม.  เติมน้ าให้ท่วมฝา

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ตรวจดูการพัฒนาของไข่พยาธิทุกวันภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (dissecting 

microscope) พยาธิใช้เวลาประมาณ 14-16 วัน จึงจะเจริญเป็นระยะไมราซิเดียม และฟักออกมาจากไข่ 

 (2)  น าหอยที่โตเต็มที่ขนาดประมาณ 4-5 มม. แยกออกมาใส่ถ้วยพลาสติกซึ่งบรรจุน้ าปราศจาก

คลอรีน ดูดเอาตัวอ่อนพยาธิระยะไมราซิเดียม จ านวน  2 ตัว ใส่ลงไปในถ้วยที่ใส่หอยไว้แล้วใช้หลอดไฟขนาด 

40W ส่องห่าง ๆ เพื่อช่วยกระตุ้นไมราซิเดียซึ่งไวต่อแสง ตั้งถ้วยทิ้งไว้ประมาณ 2 ชม. เพื่อให้ไมราซิเดยีวไชเข้า

ไปในหอย หลงัจากนั้นแยกเอาหอยออกมาเลี้ยงตามปกติ 

 การเก็บตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย (metacercaria) จากหอยที่ติดเชื้อพยาธิ ดังภาพที่ 1 

 จากการศึกษาพบว่า ตัวอ่อนพยาธิใช้เวลาในการเจริญในหอยประมาณ 6 สัปดาห์ จึงจะได้ตัวอ่อน

ระยะเซอร์คาเรีย (cercaria) ซึ่งจะออกจากหอยมาว่ายอยู่ในน้ า หลังการติดเชื้อได้สัปดาห์ที่ 5 จึงเริ่มตรวจดู



หอยที่ติดเชื้อไว้ และแยกหอยที่ติดเชื้อออกมาเลี้ยงรวมกันในที่ซึ่งพรางแสง เพื่อป้องกันไม่ให้ตัวอ่อนระยะเซอร์

คาเรยีออกมาจากหอย 

 ส าหรับการเก็บตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียด าเนินการดังต่อไปนี้ 

น าหอยที่ได้ติดเชื้อไว้แล้วแยกใส่ถ้วยพลาสตกิใสที่มีน้ าปราศจากคลอรีนท าเช่นนี้ทุกวันเว้นวัน ใช้แผ่น

พาลสติกบางใสขนาด 5x5 ซม. ใส่ลงในถว้ย ใช้โคมไฟขนาด 40W ส่องกระตุ้นให้เซอร์คาเรียออกจากหอย ตัว

อ่อนระยะเซอร์คาเรียที่ออกมาจากหอยจะว่ายอยู่ในน้ าระยะเวลาสั้น ๆ แล้วจึงเกาะกับแผ่นพลาสตกิ  สลัดหาง

ทิ้ง สร้างซิสต์ระยะเมตาเซอร์คาเรียขึ้นมาหลังจากนั้นประมาณ 2 ชม. แยกเอาหอยออกไปเลี้ยงตามเดิม น าเอา

แผ่นพลาสติกออกมาส่องใต้กล้องจุลทรรศน์ เก็บแผ่นพลาสติกที่มีเมตาเซอร์คาเรียไว้ในตู้เย็น 4ºC ซึ่งเมตเซอร์

คาเรียจะมีชีวิตอยู่ได้ประมาณ  6 เดือน ดังภาพที่ 1 

 

 

ภาพที่ 1 พยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย ของพยาธิ F. gigantica 

 

 

 



 

 การเก็บพยาธิวัยอ่อน 

พยาธิระยะ NEJ จะเริ่มออกจากเปลือกหุ้มและมีการเคลื่อนที่ ใช้เวลาประมาณ 2-4 ชั่วโมง ท าการ

เก็บพยาธิตัวอ่อน โดยแยกเปลือกหุ้มเมตาเซอร์คาเรียออกจาตัวอย่างให้มากที่สุด ท าการล้างพยาธิตัวอ่อนด้วย 

1XPBS ประมาณ 3-5 รอบเพ่ือให้พยาธิตัวอ่อนสะอาดปราศจากการปนเป้ือน ท าการดู PBS ออกให้หมด จึง

ใส่น้ ายาเก็บรักษาสภาพ น าตัวอย่างเก็บใว้ที่ -70ºC ดังภาพที่ 2 

 

 

 

ภาพที่ 2 วัยอ่อน (NEJ) ของพยาธิ F. gigantica 

 

 

 



2. การสกัด RNA 

 ท าการสกัด total RNA ของพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียหรือวัยอ่อนโดยสารละลาย TRIzol 

(Invitrogen) วิธีการสกัด  ท าตามวิธีที่แนะน าในหนังสือคู่มือสารละลาย RNA ที่ได้ต้องมีคุณภาพดีและไม่มี 

DNA ปน เปือ้น โดยจะท าการวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis และเกบ็ RNA ที่สกัดได้ที่ตู้แช่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้ ในการวจิัยครั้งนี้ได้ท าการสกัด RNA ดังภาพที่ 4  

 

 

ภาพที่ 2 ผลของการสกัด RNA จากพยาธิ F. gigantica 



3. ผลการแสดงออกของยีนระดับ mRNA จาพยาธิ F.gigantica 

 แสดงออกระดับยีน mRNA ในตัวอ่อนระยะแรก (Newly excysted juvenile-NEJ) ของพยาธิใบไม้

ตับ Fasciola gigantica มีวิธีด าเนินการโดย 3 ขั้นตอน คือ 1) การสกัด RNAจากพยาธิใบไม้ตับระยะ NEJ 

ด้วยชุดสกัด mRNA 2) ท า cDNA libraly ด้วย TruSeq RNA kit  3) อ่านล าดับเบสด้วย Illumina HiSeq 

2000 4) ท าการวิเคราะห์ล าดับยีน ผลการวิจัย พบว่า Fasciola gigantica ในระยะตัวอ่อน มีการแสดงออก

ของยีนมากกว่า 31,000 ยีน สามารถระบุยีนได้ถึง 34% และไม่สามารถระบุได้ 66% ดังภาพที่ 3 

 

ตารางที่ 1 GO analysis result:   

biological_process 6597.85 

cellular_component 5102.12 

molecular_function 5482.02 

No Hits 33093.00 

 

 

 

ภาพที่ 3 GO analysis result 

 

 



 ตารางที่ 2 biological_process:   

hormone secretion 0.08 

localization 535.52 

biological adhesion 57.60 

cellular component organization or biogenesis 285.99 

immune system process 16.27 

metabolic process 1419.87 

biological phase 2.41 

behavior 29.62 

response to stimulus 232.61 

multi-organism process 25.68 

rhythmic process 7.72 

reproductive process 32.36 

reproduction 50.48 

multicellular organismal process 74.80 

Unclassified 522.79 

single-organism process 761.58 

signaling 12.42 

cell aggregation 1.32 

locomotion 59.53 

developmental process 429.74 

cell killing 0.35 

cellular process 585.47 

biological regulation 1436.66 

growth 16.87 



 

 

ภาพที่ 4 Biological process 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ตารางที่ 3 cellular_component:   

virion 0.99 

membrane-enclosed lumen 3.71 

extracellular matrix component 5.29 

organelle 799.17 

cell 6.38 

extracellular region 95.66 

extracellular region part 107.09 

macromolecular complex 300.98 

extracellular matrix 20.79 

collagen trimer 5.66 

membrane part 565.22 

Unclassified 608.40 

membrane 417.56 

virion part 2.49 

nucleoid 1.12 

synapse 18.24 

cell junction 66.63 

cell part 1746.52 

organelle part 314.25 

synapse part 15.87068911 

 



 

ภาพที่ 5 cellular_component 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ตารางที่ 4 molecular_function:   

metallochaperone activity 0.22 

molecular function regulator 71.33 

transporter activity 198.02 

guanyl-nucleotide exchange factor activity 25.21 

nucleic acid binding transcription factor activity 46.36 

receptor regulator activity 0.39 

enzyme regulator activity 43.82 

antioxidant activity 3.92 

protein tag 1.01 

Unclassified 532.14 

molecular transducer activity 103.48 

electron carrier activity 6.23 

channel regulator activity 1.89 

binding 2806.15 

translation regulator activity 2.97 

structural molecule activity 92.45 

catalytic activity 1514.59 

chemoattractant activity 0.13 

protein binding transcription factor activity 31.64 

 



 

ภาพที่ 6 molecular_function 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



วิจารณ ์

 

จากผลการท า transcriptome ปรากฎผลมีการแสดงออกของยีนระดับ mRNA ที่สามารถทราบชนิด

การแสดงออกได้ประมาณ 34% และไม่สามารถบ่งบอกชนิดของยีนได้มากถึง 66% ซึงจาการท า 

transciptome ของพยาธิ F. gigantica ในครั้งนี้ใช้ข้อมูลในการเปลียบเทียบชนิดของยีนจากข้อมูลของ F. 

hepatica จึงเห็นว่ามียีนอีกจ านวนหนึงที่ไม่สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้มากถึง 66% ซึงอาจเป็นอุปสรรค

ในการศึกษา จึงน่าจะมีการท าการหาล าดับยีนต่อไป แต่อย่างไรก็ดีเราได้ข้อมูลจากการท าการทดลองในครั้งนี้ 

ซึงเป็นข้อมูลพื้นฐานของการแสดงออกของยีนในพยาธิตัวอ่อน ซึ่งเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการเลือกเป็นชีว

โมเลกุลบ่งช้ี เพื่อใช้ในการพัฒนาชีวโมเลกุลบ่งช้ีนี้เป็นชุดตรวจโรคต่อไป 

จากผลการทดลองจะเห็นว่าเมื่อเปลียบเทียบกับรายงานงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่มีการศึกษา 

transcriptome ในระยะตัวเต็มวัยของพยาธิ จะมีการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงไปแต่ละช่วยวัยของ

พยาธิเนื่องจากบริเวณหรือสิ่วแวดล้อมที่พยาธิอาศัยอยู่แต่ละช่วงวัยมีความแตกต่างกันจึงท าให้การแสดงออก

ของยีนนั้นมีความแตกต่างกันหรือสามารถเปลี่ยนไปตามสิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่แต่ละช่วงวัย ในการท า   

transcriptome ของพยาธิ F. gigantica ในระยะตัวอ่อน NEJ นี้นับว่าเป็นข้อมูลพื้นฐานส าคัญในการที่จะ

เลือกแอนติเจนที่ส าคัญต่อพยาธิในช่วงนั้นมาพัฒนาเป็นวัคซีนต่อไป เพื่อป้องกันการติดเชื้อในระยะแรกของ

การติดเช้ือได้ การวิจัยวัคซีนก่อนหน้านี้ไม่ได้ใช้ข้อมูลการแสดงออกของยีนของพยาธิ F. gigantica ในระยะตัว

อ่อน NEJ ในภาพรวมมาท าการศึกษา จึงท าให้แอนติเจนบางตัวที่มีการแสดงออกมากและอาจมีวามส าคัญใน

การเคลื่อนที่ผ่านจากผนังส าใส้ไปยังตับไม่ได้ถูกศึกษาหรือพัฒนามาเป็นวัคซีนหรือไม่สามารถป้องกันการติด

เชื้อได้ 100% งานวิจัยครั้งนี้จะเป็นภาพรวมและข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนาวัคซีนและชุดตรวจต่อไป 

 

 

 

 

 

 



สรุปผลการทดลอง 

 

การวิเคราะห์ล าดับยีน ผลการวิจัย พบว่า F. gigantica ในระยะตัวอ่อน มีการแสดงออกของยีน

มากกว่า 31,000 ยีน ซึ่งสามารถระบุชนิดของยีนได้ 34% และไม่สามารถระบุชนิดของยีนได้ 66% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผลผลิต 

น าเสอนผลงานแบบโปรเตอร์ เมื่อวันที่ 2-4 มีนาคม 2560 ณ มหาวิทยาลัยราชภัฏอุดรธานี จังหวัดอุดรธานี 

จ านวน........1............เรื่อง 
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Abstract template (HERP Congress V) 

การศึกษาการแสดงออกของยีนระดับ mRNA ของพยาธิ Faciola gigantica ระยะตัวอ่อนระยะแรก เพ่ือ
พัฒนายา วัคซีนและชุดตรวจ 

นรินทร์ ช่างกลึงเหมาะ1, พรอนันต์ เกื้อไข่1และ ประเสรฐิ โศภน1 

1คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

งานวิจันครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการแสดงออกระดับยีน mRNA ในตัวอ่อนระยะแรก (Newly 
excysted juvenile-NEJ) ของพยาธิใบไม้ตับ Fasciola gigantica มีวิธีด าเนินการโดย 3 ขั้นตอน คือ 1) 
การสกัด RNAจากพยาธิใบไม้ตับระยะ NEJ ด้วยชุดสกัด mRNA 2) ท า cDNA libraly ด้วย TruSeq RNA 
kit 3) อ่านล าดับเบสด้วย Illumina HiSeq 2000 4) ท าการวิเคราะห์ล าดับยีน ผลการวิจัย พบว่า 
Fasciola gigantica ในระยะตัวอ่อน มีการแสดงออกของยีนมากกว่า 31,000 ยีน 

ค าส าคัญ : พยาธิใบไม้ตับ, การแสดงออกระดับยีน, ตัวอ่อนระยะแรก 
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